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(72) Erfinder: 

Erfinder wird spater genannt werden 



(g) Vorrichtung zum Fraktionieren einer Analysenprobe 

Bei der zweidimensionalen elektrophoretischen Zerle- 
gung einer Analysenprobe muftte ein die isoelektrisch fo- 
kussierten Komponenten enthaltender Gelkorper aus einer 
ersten Trennvorrlchtung entnommen und zwecks weiterer 
Zerlegung im Rahmen der »zweiten Dimension* in eine an- 
dere Trennvorrichtung eingebettet werden, in welcher in 
einer zur Trennrichtung der genannten ersten Vorrichtung 
senkrechten Rtchtung eine weitere Aufspaltung vorgenom- 
men wurde, so daB als Analysenergebnis sich ein in einer 
Gelschicht fixiertes Flachenmuster ergab. Die Uberfuhrung 
der genannten ersten Gelschicht zwischen den beiden 
Trennvorhchtungen ist jedoch mit einer Reihe von Nachtei- 
len verbunden. Bei einer erfindungsgemaSen Vorrichtung 
hingegen werden die Trennvorgange beider Dimensionen in 
— einer einzigen Vorrichtung durchgefuhrt, so dad die Uber- 
fuhrung der genannten ersten Gelschicht (14') zwischen zwei 
Vorrichtungen entfallt. Zu diesem Zweck sind drei Gel- 
schichten (14. 14'. 14") zwischen zwei Glasplatten (1) gehat- 
ten, wobei die mittlere Gelschicht (14*) dem Trennvorgang 
der ersten Dimension und ein Verbundkorper aus alien drei 
Gelschichten dem Trennvorgang der zweiten Dimension 
dient. 
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Die Erfindung bezieht sich auf eine Vorrichiung ent- 
sprechend dem Oberbegriff des Anspruchs I. 

Elekirophoretische Trennverfahren zur Zerlegung 
von beispielsweise Proteingemischen in unterschiedli- 
che Komponenien sind grundsaizlich bekannt. Hierbei 
findet eine Trennung geladener Teilchen entsprechend 
deren Beweglichkeit bzw. eleklrophoretischer Wande- 
rungsfahigkeit in einem elektrischen Feld statt. Die 
Wanderung der Teilchen kann in einer Dispersion oder 
an einem sonstigen Tragermedium erfolgen. 

Die Wanderungsfahigkeit wird maBgeblich vom La- 
dungszustand der Teilchen bestimmt. welcher seiner- 
seits durch den pH-Wert dessen Umgebung beeinfluBt 
wird. Eine Bewegung der Teilchen in einem Medium 
findet hiernach so lange statt, bis der sogenannte iso- 
elektrische Punkt erreicht ist. 

Es sind zweidimensionale elektrophoretische Trenn- 
verfahren bekannt, bei welchen in einem ersten Schritt. 
namlich der ersten Dimension in einem langlichen, bei- 
spielsweise zyiinderformigen Gelkorper durch Einstel- 
lung unterschiedlicher pH-Werte in dessen Langsrich- 
tung eine erste Zerlegung und isoelektrische Fokussie- 
rung einzelner Komponenten einer Analysenprobe vor- 
genommen wird. Diese erste Zerlegung der Probe fin- 
det in einer ersten Vorrichtung statt. Urn die genannten, 
in Langsrichtung des Gelkorpers voneinander getrenn- 
ten Komponenten der Probe noch weiter aufzuspalten. 
wird der genannte Gelkorper nunmehr in eine zweite 
Vorrichtung eingebettet, wobei durch Aniegen eines 
elektrischen Feldes senkrecht zur Langsrichtung des ge- 
nannten Gelkorpers nunmehr die einzelnen Komponen- 
ten in eine flachenhafte Geischicht uberfuhrt werden 
und nochmals entsprechend ihrer elekirophoretischen 
Bewegungsfahigkeit innerhalb der letztgenannien Gei- 
schicht aufgespalten werden. Diese letzte Geischicht 
enthalt das Analysenergebnis als zweidimensionales 
Flachenmuster, welches einer unmittelbaren Auswer- 
tung zuganglich ist. 

Von Nachteil bei dieser bekannten zweidimensiona- 
len Untersuchtungstechnik ist jedoch, daS der dem er- 
sten Trennvorgang zugeordnete, die isoelektrisch fo- 
kussierten Komponenten enthaltende Gelkorper zwi- 
schen zwei Trennvorrichtungen bewegt werden muQ, 
welches den Untersuchungsvorgang verzogert und 
auch angesichts der geringen Siabilitat des Gelkorpers 
problematisch ist. 

Es ist die Aufgabe der Erfindung, eine Vorrichtung 
zum elekirophoretischen Zerlegen einer Analysenpro- 
be zu entwerfen. bei welcher unter Vermeidung der dem 
Stand der Technik eigenen Nachteile ein durch flachen- 
hafte Abbildung charakterisiertes Analysenergebnis 
schnell und einfach erzielbar ist. Geldst ist diese Aufga- 
be bei einer gattungsgemaBen Vorrichtung durch die 
Merkmale des Kennzeichnungsteilsdes Anspruchs 1. 

Erfindungswesentlich ist, daB beide aufeinanderfol- 
genden Trennvorgange der zweidimensionalen Elektro- 
phorese in einer einzigen Vorrichtung zusammengefaBt 
smd, so daB eine Bewegung des Trennschicht- bzw. Gel- 
korpers der "ersten Dimension" wahrend des Analysen- 
vorgangs entfallt. Die genannten Einrichtungen zur Er- 
zeugung zueinander senkrecht gerichteter elektrischer 
Felder konnen raumlich grundsatzlich beliebig angeord- 
net sein — sie mussen nur nacheinander aktivierbar sein. 
Die Verfahrenstechnik der isoelektrischen Fokussie- 
rung der Komponenten der Analysenprobe im Rahmen 
eines ersten Trennvorganges. namlich der genannten 



•ersten Dimension" kann grundsatzlich in an sich be- 
kannter Weise durchgefuhrt werden. In dieser Betriebs- 
phase wird die genannte zweite Einrichtung unwirksam 
sein. Dies kann auf vielfaltige Weise geschehen. Bei- 
5 spielsweise kann in dieser Betriebsphase die der Fokus- 
sierung dienende Geischicht mit Abstand von den dem 
Trennvorgang der "zweiten Dimension" dienenden Gel- 
schichten angeordnet sein. Wahrend der Durchfuhrung 
des Trennvorgangs der "zweiten Dimension" ist hinge- 
10 gen die erste der beiden genannten Einrichtungen un- 
wirksam. 

Die Merkmale der Anspriiche 3 und 4 stellen eine 
besonders vorteilhafte Ausgesialtungdes Erfindungsge- 
genstands dar. Die beiden seitlichen Gelschichien ste- 
15 hen in unmittelbarem Flussigkeitskontakt mit der in den 
seitlichen Behaltern angeordneten Pufferlosungen. Zur 
Durchfuhrung des Trennverfahrens der zweiten Dimen- 
sion werden hierbei lediglich die zwischen den drei Gel- 
schichten befindlichen beiden Zwischenraume mit ei- 
20 nem schnell polymerisierbaren Gel ausgefullt. so daB die 
in der mittleren Geischicht enrhaltenen Komponenten 
entsprechend der Richtung des elektrischen Feldes aus 
diesem austreten, konnen, urn in der genannten Rich- 
tung entsprechend deren Beweglichkeit weiter aufge- 
25 spalten zu werden. 

Die Beaufschlagung der die Gelschichten haltenden 
Glasplatten mit einem Kuhlmedium gemaB den Merk- 
malen des Anspruchs 5 bringt den Vorteil mit sich, daB 
im Rahmen der Trennvorgange hohe elektrische Feld- 
30 starken eingesetzt werden konnen, wodurch der Zerle- 
gungsvorgang beschleunigt werden kann. Im Bedarfsfall 
kann auf diesem Wege jedoch auch eine genaue Tempe- 
rierung der Glasplatten erreicht werden. 

Die Merkmale der Anspriiche 5 bis 8 sind auf vorteil- 
35 hafte aparative Merkmale der erfindungsgemaBen Vor- 
richtung gerichtet, welche sich durch einen kompakten, 
an dem Kriterium der einfachen Handhabbarkeit orien- 
lierten Aufbau auszeichnet. So ist die aufrechte Anord- 
nung der Glasplatten insoweit von Vorteil, als hierdurch 
40 die Einbringung der einzelnen Analysenprobe erleich- 
tert wird. 

Die Erfindung wird im folgenden unter Bezugnahme 
auf das in den Zeichnungen dargestellte Ausfuhrungs- 
beispiel naher erlautert werden, Es zeigen: 
45 Fig. 1 eine perspektivische Darstellung eines teilwei- 
se geoffneten Ausfuhrungsbeispiels der erfindungsge- 
maBen Vorrichtung; 

Fig. 2 eine Draufsicht auf eine vollstandige Vorrich- 
tung entsprechend dem Pfeil II der Fig, 1. 
50 Mit 1 ist in Fig. 1 ein eine Glasplatte 2 teilweise umge- 
bender Rahmen bezeichnet, der mit letzterer einen ge- 
schlossenen Hohlkorper bildet und uber die AnschluB- 
behrungen 3. 4 mit einem Kuhlmittel durchstromt wird 
Der Rahmen 1 kann beispielsweise als Plexiglaskorper 
55 ausgebildet sein. 

Mit 5, 6 sind beiderseits der Rahmen 1 aufrecht ange- 
ordnete quaderformige Behaltnisse bezeichnet, die auf 
einem gemeinsamen Bodengestell 7 aufgelagert sind 
Die Behaltnisse 5, 6 weisen jeweils zwei vertikal mit 
60 Abstand ubereinander angeordneie AnschluBoffnungen 
8, 9 auf. Die Befestigung der Behaltnisse 5, 6 an dem 
Bodengestell 7 ist nicht naher dargestellt und kann an 
sich beliebig ausgefuhrt sein. Mit 10 ist eine. den ruck- 
wartigen AbschluB der gesamten Vorrichtung bildende. 
65 die Behaltnisse 5, 6 miteinander verbindende AbschluB- 
platte bezeichnet, welche ebenfails auf dem Bodenge- 
stell 7 aufgelagert ist. 

Die Behaltnisse 5, 6 dienen jeweils der Aufnahme ei- 
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ner Pufferlosung, in welche zeichnerisch nur schema- 
tisch angedeutete Elektroden II. 12 hineinragen. Diese 
Elektroden It. \2 siehen mit einer zeichnerisch nicht 
dargesiellien Spannungsquelle in Verbindung. 

An die AnschluBbohrungen 8. 9 ist jeweils zeichne- 
risch nichi dargesielite, eine Purnpe sowie eine Kuhlein- 
richtung umfassende Kreislauffiihrung angeschlossen, 
so daQ die in den Behaltnissen 5, 6 enthaliene Pufferld- 
sung auch im Betrieb der Vorrichtung auf einer vorgeb- 
baren Temperatur gehalten werden kann. 

Das Bodengestell 7 weist eine trogariige Ausneh- 
mung 13 auf, die der Aufnahme einer Elekirodenlosung 
dienendes Behaltnis bildet. 

Wie aus Fig. 2 hervorgeht, sind insgesamt zwei im 
wesentlichen identische, jeweils aus einem Rahmen 1 
und einer Glasplatte 2 bestehende Systeme innerhalb 
der erfindungsgemaBen Vorrichtung vorgesehen. Zwi- 
schen diesen beiden Systemen befinden sich - wie in 
Fig. 1 im einzelnen erkennbar ist - insgesamt drei Gel- 
schichten 14. 14' und 14". die vor der bestimmungsge- 
maBen Benutzung der Vorrichtung zwischen die Glas- 
platten 2 gebracht werden. Dies kann beispielsweise 
dadurch geschehen, daQ zwischen die Glasscheiben 
Gummisireifen gelegt werden. anschlieBend die Gello- 
sungen in die verbleibenden Zwischenraume eingegos- 
sen werden und wobei nach Polymerisation der Gellb- 
sungen die genannten Gummisireifen entfernt werden. 
Beiderseits der Gelschicht 14' befinden sich in diesem 
Stadium Zwischenraume 15. 16. so daB die Gelschtchten 
14 bisl4" untereinander nicht in Beruhrung stehen. 

Die Gelschichten 14 und 14" hingegen haben auf ih- 
ren den Behaltnissen 5, 6 zugekehrten Enden Kontakt 
zu den in diesen Behaltnissen enthaltenen Pufferlosun- 
gen Die nahere Gestaitung dieser Verbindungen kann 
jedoch grundsatzlich beliebig ausgebildet sein und ist in 
der Zeichnung nicht naher dargesteltt. Jeweils der ober- 
und der unterseitige AbschluB der Gelschicht 14'wird 
durch ein Kontaktgel 17 gebildet. welches in ein Rohr- 
element 18 eingesetzt ist, das seinerseits dichtend in 
jeweils eine. die ober- bzw. unterseitigen Rahmen 
durchdringende Bohrung 19 eingesetzt ist. Wahrend das 
untere Rohrelement 18 in die genannte trogartige Aus- 
nehmung 13 des Bodengestells 7 und damn m die in 
diesem gehaltene Elektrodeniosung eintaucht, ist das 
obere Rohrelement 18 mit einem zeichnerisch nicht dar- 
gestellten. ebenfalls eine Elektrodeniosung enthalten- 
den Behaltnis in Verbindung bringbar. 

Das durch die beiden Rahmen 1, die Behaltmsse 5. 6 
und das Bodengestell 7 gebildete Gesamisysiem ist - 
von den dargestellten funktionalen Verbindungen abge- 
sehen — im ubrigen dichtend verschraubt. 

Die nach der Methode der Elektrophorese zu unter- 
suchende Analysenprobe wird vor Beginn der Untersu- 
chung in die Gelschicht 14' eingebracht. Dies kann erfin- 
dungsgemaB dadurch geschehen. daB beim GieBen die- 
ser Schicht an deren Oberseite eine Aussparung ver- 
bleibt, in welche die Analysenprobe eingebracht wird. so 
daQ letztere durch die Gelschicht 14' unterschichtet 
wird. Eine andere Mdglichkeit bestehi darin, daB beim 
GieBen der Gelschicht 14' eine Aussparung belassen 
wird, welche durch die in diese eingefiillte Analysenpro- 
be leilweise ausgefullt wird, wobei nach erfolgter Poly- 
merisation der Rest der verbleibenden Aussparung mit 
einer der ubrigen Gelschicht 14' entsprechenden Sub- 
stanz ausgegossen wird. 

Im folgenden wird kurz auf die Wirkungsweise der 
erfindungsgemaBen Vorrichtung eingegangen werden: 
Es wird vorausgesetzt. daB die genannten Gelschich- 



ten 14. 14' und 14" mil der Analysenprobe m geeigneter 
Weise zwischen die Glasplaiien verbracht worden smd, 
daB letztere zwischen die Behiiltnisse 5. 6 plazieri wor- 
den sind so daB das untere Rohrelement 17 in die m der 
5 Ausnehmung 13 befindliche Elektrodeniosung em- 
taucht. in den seiilichen Behaltnissen 5. 6 befindet sich 
eine Pufferlosung. welche mil den Gelschichten 14 und 
14" in Verbindung steht, wobei jedoch die Zwischenrau- 
me 15. 16 beiderseits der zeniralen Gelschicht 14' leer 
,0 sind- An das obere Rohrelement 17 wird nunmehr em 
ebenfalls eine Elektrodeniosung enthaltendes Behaltnis 
angeschlossen. wobei die in letzterem enthaliene Elek- 
trodeniosung beispielsweise stark basisch und die in der 
Ausnehmung 13 befindliche Elektrodeniosung stark 
,5 sauer eingestellt ist Beide leizigenannte Elektrodenlo- 
sungen wirken mit Elektroden unierschiedlicher Polan- 
tat zusammen, die wiederum mit einer Spannungsquelle 
in Verbindung gebracht werden. Entsprechend der Po- 
lariiat und Intensitat des sich in der Gelschicht 14' aus- 
20 bildenden elektrischen Feldes sowie des sich entlang der 
Gelschicht 14' andernden ph-Wertes findet eine dem- 
entsprechende Bewegung der einzelnen Ladungstrager 
der Analysenprobe statt, so daQ sich entlang der Gel- 
schicht 14' parallel zu der Richtung X eine fur die zu 
25 untersuchende Analysenprobe charakteristische. von 
der elektrophoretischen Wanderungsfahigkeit abhangi- 
ge Verteilung der einzelnen Komponenten der Probe 
ergibt Nachdem der Endzustand dieses ersten, inner- 
halb der Gelschicht 14' ablaufenden Trennvorganges 
30 erreicht ist, werden uber zeichnerisch nicht dargestellte 
Bohrungen die beiderseits der Gelschicht 14' bestehen- 
den Zwischenraume 15. 16 mit einer schnell polymerisie- 
renden Gellosung ausgefullt, so daQ nunmehr ein Kon- 
takt der Gelschicht 14' mit den ubrigen Gelschichten 14 
35 und 14" besteht. Gleichzeitig wird die Verbindung der 
Gelschicht 14', insbesondere der Kontaktgele 17 mit den 
diesen zugeordneten Elektrodenlosungen unterbro- 
chen. Uber das, nunmehr die Gelschichten 14, 14' und 
14" durchdringende, mittels der Elektroden 11. 12 er- 
40 zeugte elektrische Feld findet nunmehr erne zweite 
Trennung entsprechend der elektrophoretischen Wan- 
derungsfahigkeit der einzelnen. in der Gelschicht 14' 
fokussierten Komponenten statt. so daB sich nunmehr m 
der Richtung Ksenkrecht zu der Richtung Xein charak- 
45 teristisches, eine weitere Unterscheidung emzelner 
Stoffe ermoglichendes Flachenmuster innerhalb der 
Gelschicht 14 ergibt. Die weitere Auswertung zwecks 
weiterer Differenzierung des in der Gelschicht 14 er- 
zeugten Musters kann anschlieBend in an sich bekann- 
50 ter Weise erfolgen. 

Man erkennt aus der vorangegangenen Darstellung, 
daB ausgehend von einer Analysenprobe in einem einzi- 
gen Arbeitsgang. namlich ohne daQ das Gel 14' der er- 
sten Dimension gehandhabt werden muQ, eine zweidi- 
55 mensionale Zerlegung deren Komponenten durchge- 
fuhrt wird, welche zu einem charakteristischen flachen- 
haf ten Muster in einer Gelschicht f uhrt. 
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Patenianspruche 

I. Vorrichtung zum Zerlegen einer Analysenprobe 
in Fraktionen mit Teilchen von unierschiedlicher 
elektrischer Ladung, gekennzeichnet durch zwei 
ineinander geschachtelt angeordnete Einrichtun- 
gen zur Erzeugung zueinander senkrechter. in den 
Richtungen {X) und ( Y) verlaufender, Trennschich- 
ten durchdringender elektrischer Felder, wobei die 
Analysenprobe im Ausgangszusiand in den Wir- 
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kungsbereich eines dieser Felder einbringbar ist. 
wobei die Trennschichten durch ein fiir einen Flus- 
sigkeitsdurchtriit undurchliissiges. fiir die Teilchen 
hingegen durchlassiges Medium gebildet werden, 
wobei die beiden Einrichtungen hinsichtlich des 5 
Zeriegungsvorganges nacheinander aktivierbar 
sind und wobei das Analysenergebnis in einer 
Trennschicht als Flachenmuster in der(X)-(Y)-Ebe- 
ne gewinnbar ist. 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1. dadurch gekenn- to 
zeichnet. daB eine erste der beiden Einrichtungen 
ausschlieBlich mit einer solchen Trennschicht zu- 
sammenwirkt, die von den iibrigen Trennschichten 
raumlich getrennt bzw. trennbar ist und daO die 
zweite der beiden Einrichtungen mit samtlichen 15 
Trennschichten zusammenwirkt. 

3. Vorrichtung nach Anspruch 2, gekennzeichnet 
durch ein System von drei mit Abstand voneinan- 
der angeordneien Trennschichten. deren mittlere 
mit der genannten ersten Einrichtung zusammen- 20 
wirkt, wobei wenigstens eine der seiilichen Trenn- 
schichten der Bildung des das Analysenergebnis 
darstellenden Flachenmusters dient und wobei die 
Trennschichten durch geeignete Gelschichien (14, 
t4\ 14") gebildet werden. 25 

4. Vorrichtung nach einem der vorangegangenen 
Anspruche I bis 3, dadurch gekennzeichnet. daB die 
Einrichtungen aus jeweils zwei, mit Elektroden (1 1. 
12) sowie Spannungsqueilen zusammenwirkenden. 
mit den Trennschichten in Verbindung stehenden, 30 
bzw. bringbaren, Pufferlosungen enthaltenden Be- 
haitnissen (5. 6, 13) bestehen. 

5. Vorrichtung nach einem der vorangegangenen 
Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet. daB die 
Trennschichten zwischen zwei aneinander befestig- 35 
ten Glasplatten (1) gehalten sind, deren jeweilige 
Riickseiten mit einem Warmetragermedium, insbe- 
sondere einem Kuhlmedium beaufschlagbar sind. 

6. Vorrichtung nach einem der vorangegangenen 
Anspruche 1 bis 5. dadurch gekennzeichnet. dafl die 40 
Glasplatten (I) sowie wenigstens zwei der genann- 
ten Behaltnisse (5, 6) auf einem gemeinsamen Bo- 
dengestell (7) vorzugsweise aufrechtstehend ange- 
ordnet sind und daB die genannten Behaltnisse (5. 6) 
sich an den seitlichen Enden der Glasplatten (1) 45 
befinden. 

7. Vorrichtung nach Anspruch 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB im Bodengestell (7) ein weiteres der 
genannten Behaltnisse (13) eingeformt ist. 

8. Vorrichtung nach einem der vorangegangenen 50 
Anspruche 5 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB die 
der genannten ersten Einrichtung zugeordnete 
Trennschicht uber bezugiich der Glasplatten (1) 
ober- und unterseiiig angeordnete, dichtend einge* 
setzte Rohrelemente (18) mit Elektrodenldsungen 55 
enthaltenden Behaltnissen (13) in Wirkverbindung 
stehen. 
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